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研究成果の概要（和文）：本研究は、分裂酵母モデル生物を用いた独自のゲノム薬理学的手法に

より、細胞の増殖・がん化に重要な役割をもつ MAPK の制御因子の同定と制御機構の解明を

目的とする。本研究の成果として、1) Pmk1 MAPK 抑制因子として、タイプ 2C ホスファター

ゼである Ptc1,Ptc3, 細胞表面膜タンパク質である Ecm33 を同定した。2) Pmk1 MAPK 標的

因子として、転写因子 Atf1, RNA 結合タンパク質 Nrd1 を同定した。3)上記の MAPK の制御

因子群による MAPK のフィードバック制御機構を発見した。4) 新規 MAPK シグナル阻害活

性をもつ化合物も同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：This project aims to identify regulators of MAPK signaling using 

fission yeast S. pombe as a model organism.  We identified negative regulators of Pmk1 
MAPK, such as ptc1+, ptc3+, encoding PP2Cs, and ecm33+, encoding a cell surface protein.  

We also identified targets of Pmk1 including the Atf1 transcription factor and the Nrd1 

RNA-binding protein.  We also demonstrated feedback mechanisms involving these 

regulators of Pmk1 MAPK and identified several compounds with potent MAPK inhibitory 

action. 
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である Pmk1 マップキナーゼ経路を世界に先

駆けて同定し,機能解析を行ってきた

（Mol.Cell.Biol. 1996）。 
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このスクリーニングにより、現在までに

Pmk1 MAPK の抑制因子として MAPK ホスファタ

ーゼPmp1（MKP-1/Dsp1相当）を同定した（EMBO 

J. 1998, Sugiura et al.,）。 

さらに Pmk1 の上流で機能する MAPK キナー

ゼも同定し、マップキナーゼの活性化因子と

して機能するのみならず、非リン酸化状態で

はマップキナーゼシグナルを抑制する＜リ

ン酸化依存的なスイッチ分子＞としての機

能を持つというモデルを提唱した（Nature 

1999 Sugiura et al.,）。 

また、同一のスクリーニングにより新規

RNA 結合タンパク質 Rnc1 を同定し、Rnc1 が

マップキナーゼホスファターゼの mRNA に結

合し、安定化することを証明した。これは RNA

結合タンパク質によってマップキナーゼが

制御される世界で最初の報告であり、今後高

等生物においても RNA レベルでの MAP キナー

ゼ抑制のメカニズムを予見し、さらには抗が

ん薬開発の基礎となる知見である（Nature 

2003, Sugiura et al.,）。 

さらに、ファルネシル転移酵素 Cpp1 なら

びにその標的分子 Rho2（高等生物 RhoB ホモ

ログ）を同定し、Rho2 から Pmk1 に至るシグ

ナル経路を明らかにするとともに、Rho を分

子標的とする抗がん薬開発の可能性を提唱

した（Mol. Biol. Cell 2006)。 

 
２．研究の目的 

本研究は、高等生物に極めて近い細胞内情
報伝達経路をもつモデル生物である分裂酵
母を用いて、細胞の増殖・がん化に重要な役
割をもつマップキナーゼ（MAPK）の制御因子
の同定と制御機構の解明を目的とする。 

申請者の発見した MAP キナーゼである ERK

ホモログ、Pmk1 MAPK、さらには申請者が独

自に確立した遺伝学的スクリーニングを駆

使して、マップキナーゼの活性化と抑制に関

わる新しい因子を同定し、その機能解析を通

して MAPキナーゼを介するシグナル伝達経路

のネットワークを解明することを目的とす

る。さらに、カルシニューリンとマップキナ

ーゼのクロストークを利用して、マップキナ

ーゼのインヒビターを化合物ライブラリー

よりスクリーニングし、ゲノム創薬の基礎と

なる知見を集積する。 

 
３．研究の方法 
(1) カルシニューリンとの拮抗的な関係を
利用した独自の遺伝学的スクリーニングに

より、MAPK シグナルの抑制因子、活性化因子、
標的因子を同定する。具体的には、カルシニ
ューリンノックアウト細胞の示す高塩感受
性を、過剰発現により回復できる遺伝子、あ
るいは抑圧変異により回復できる遺伝子群
を同定する。 
(2) DNA マイクロアレイを用いて、Pmk1 ノッ
クアウトにより発現が変化する遺伝子群の
同定と機能解析を行う. 
(3) TOF-MS を用いた MAPキナーゼ標的分子の
同定を行うことによりマップキナーゼの制
御に関わる分子を同定し、その制御のメカニ
ズムを分子レベルで明らかにするとともに、
マップキナーゼの標的分子を同定すること
でマップキナーゼを介するシグナル伝達経
路の全容を解明する。 
(4)カルシニューリンと MAP キナーゼの拮抗
的な関係を利用した独自のゲノム薬理学的
アプローチにより、MAPK シグナルの阻害活性
を有する化合物を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) Pmk1 MAPK 抑制因子としてのタイプ 2C
プロテインホスファターゼである Ptc1,Ptc3
の同定。 
上記(1)の遺伝学的スクリーニングにより
PP2C ファミリーである Ptc1, Ptc3 を同定し、
これらの脱リン酸化酵素が p38 MAPK に加え
て、Pmk1 MAPK シグナルをネガティブフィー
ドバック制御することを証明した（下図参
照）。 
さらに、PP2C の遺伝子発現を制御する転写因
子である Atf1（ATF2 ホモログ）が、Pmk1 MAPK
により直接にリン酸化され、転写活性が制御
されることを発見した（下図参照）。 
これらの成果は、転写因子 Atf1 を介する、
ストレス応答 p38 MAPK シグナルと、ERK MAPK
のホモログである細胞統御 Pmk1 MAPK シグナ
ルの新しいクロストーク機構を提唱するも
のである（下図）。 

図 1 Ptc1, Ptc3 による MAPK シグナルのフ
ィードバック制御 
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(2) DNA マイクロアレイを用いた Pmk1/Atf1
シグナルの転写標的 Ecm33 の同定と、in vivo 
real-time MAPK シグナルモニタリングシス
テムの確立。 
上記で述べたように、申請者は Pmk1 MAPK

の新たな下流因子として転写因子 Atf1 を同
定した。そこで、研究方法(2)に記載した手
法を用いて、Pmk1/Atf1 の転写標的を同定す
るために、DNA マイクロアレイを行った。具
体的には、Pmk1/Atf1 ノックアウトにより遺
伝子発現が顕著に減少する遺伝子群の中で、
Ecm33 に焦点をあてた解析を行った。 

その結果、Ecm33 は転写因子 Atf1 と MEF2
ホモログである Mbx1 によって調節されるプ
ロモーター領域を有することを見出し、それ
ぞれの転写因子のコンセンサス配列とルシ
フェラーゼを融合したレポーター構築を作
成し、正常細胞ならびに、転写因子群のノッ
クアウト細胞で解析を行った。その結果、
Ecm33 の遺伝子発現は、この二つの転写因子
に依存することが明らかになった。   

さらに、Atf1 は、Pmk1 MAPK と Sty1 MAPK
シグナルによりその活性が制御されること、
Mbx1 は Pmk1 MAPK によりその活性が調節され
ることから、これらのレポーター構築は、
MAPK シグナルの活性をも反映していること
が証明できた（図 2）。 

すなわち、MAPK シグナルを測定するアッセ
イ系として、不安定型ルシフェラーゼ（Luc）
によるレポーターを構築し（CRE-Luc）、この
レポーターが MAPK の活性を極めて鋭敏にリ
アルタイムに反応することを証明し、MAPK 活
性測定と、抗がん薬の探索法を確立した
(Mol.Bio.Cell 2006, 2010, JBC 2010, 特許
出願 2010:業績 9)。 

図2 Pmk1 MAPKのリアルタイムモニタリング
システムの確立 
 

(3)細胞膜表面タンパク質Ecm33によるCa2+
ホメオスタシスの調節を介したMAPKシグナ
ル抑制メカニズムの発見。 
 さらに、申請者らは、Ecm33 が Pmk1 MAPK
シグナルを抑制することを見出し、そのメカ
ニズムを解析した。Ecm33 KO 細胞が、Ca2+感
受性を示すことに着目し、Ecm33 過剰発現、
ならびにecm33 KO細胞の細胞内Ca2+濃度を測
定した結果、Ecm33 が細胞内 Ca2+濃度を負に
制御すること、さらにこれらの現象が MAPK
シグナルの活性化と密接にリンクしている
ことを見出した。すなわち図 3に示すように、
Ecm33 は細胞内 Ca2+ホメオスタシスの調節を
介して MAPキナーゼシグナルの制御に関わる
というメカニズムを見出した(Mol.Bio.Cell 
2010)。 

図 3 遺伝学的手法により同定した MAPK シグ
ナル制御因子群と MAPK 阻害化合物 
(4) MAPK シグナル阻害活性化合物の同定。 

代表者が独自に考案したカルシニューリ
ンとMAPKの拮抗的な関係を利用したゲノム
薬理学的手法を用いて、MAPKシグナルを阻害
する化合物を天然物ライブラリーからスク
リーニングし、生理活性物質の分離と構造同
定に成功した。今後この化合物のターゲット、
作用するシグナル伝達経路を分子レベルで 
明らかにすることにより、高等生物の抗がん
活性を有する分子標的治療薬創製における
重要な知見が得られると考えられる。 

さらに、高等生物のマップキナーゼ阻害薬
が本スクリーニングにおいてもポジティブ化
合物として同定されたこと，申請者が本スク
リーニングにおいて既に同定した化合物が高
等生物のERKの活性を特異的に抑制し、各種癌
細胞の増殖を抑制することを証明した
（Bioorg.Med.Chem.Lett.2009）（特許出願
2008）。また、前述のMAPKリアルタイムモニ
タリングシステム(図2)を活用して抗がん剤
の探索と解析システムを確立した。 
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(5)Pmk1 MAPKの新たな標的としてのRNA結合
タンパク質 Nrd1 の発見。 
 さらに申請者らは、独自の遺伝学的スクリ
ーニングにより、mRNA 結合タンパク質 Nrd1
を同定し、従来提唱されていた減数分裂にお
ける役割に加えて、細胞質分裂における働き
を発見した。 
具体的には、Nrd1 が、細胞質分裂の鍵となる
ミオシン軽鎖である Cdc4 mRNA と結合し、安
定化することにより、細胞質分裂を制御する
というメカニズムを発見した。 
 興味深いことに、Nrd1 は高等生物の TIA-1
と高い相同性を示し、TIA-1 のコンセンサス
配列が Cdc4 ORF 内に存在した。そこで、こ
のコンセンサス配列に変異を導入した Cdc4 
mRNA を作成したところ、Nrd1 と Cdc4 mRNA
の結合が低下し、Cdc4 mRNA が不安定になる
ことが証明できた。 
 さらに、染色体上の TIA-1/Nrd1 結合配列
に変異を導入した Cdc4 変異細胞を作成した
ところ、細胞質分裂の異常が観察されたこと
から、Nrd1 と Cdc4 mRNA の結合が低下するこ
とが Cdc4 mRNA の不安定性を引き起こし、細
胞質分裂の異常をもたらしたことが明らか
になった。 
 さらに興味深いことに、Nrd1 は Pmk1 MAPK
によりリン酸化されること、そしてPmk1 MAPK
によってリン酸化された Nrd1 は Cdc4 mRNA
との結合能力が低下することが証明できた。
すなわち、Nrd1 は MAPK シグナルを介してミ
オシン mRNAの安定性を調節することにより、
細胞質分裂に関わる全く新しい制御因子で
あることが明らかになった （図 4）。 

図 4 MAPK シグナル依存的な Nrd1 による細
胞運命制御機構 
 さらに、Pmk1 MAPK の活性は細胞周期依存
的に変動する。そこで、Nrd1 のリン酸化、そ
してそれに伴う Cdc4 mRNA の安定性も細胞周
期依存的な変動を示すのではないかと考え、
同調培養を行い、これらの要素を計測した。 
 その結果、予想通りに、Pmk1 MAPK は G1 期
に活性化のピークを迎え、Nrd1 のリン酸化は
S 期にピークを迎えることが明らかとなった。
一方、Cdc4 mRNA のピークは M 期にあり、S

期には最も mRNA 量が低下することが明らか
になった。すなわち、Cdc4 mRNA 量は Nrd1 の
リン酸化がピークを迎える時期に最も低く、
逆に Nrd1 のリン酸化レベルが極めて低い M
期に Cdc4 mRNA がピークを迎えることがわか
った（図 5）。 

図 5 MAPK シグナルはミオシン mRNA の発現
を細胞周期依存的に制御する。 
これらの結果は、MAPK シグナルという高度

に保存された細胞内シグナル伝達システム
が、ミオシンという細胞質分裂の鍵因子を
mRNA レベルで調節するという全く新しい制
御機構を提唱するとともに、RNA 結合タンパ
ク質 Nrd1 が MAPK によるリン酸化依存的に細
胞質分裂と減数分裂という二つの細胞運命
に関わる可能性を示唆する重要な発見であ
ると考えられる。 
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